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SOMMAIRE
Il a été démontré que les récepteurs nucléaires transmembranaires de la famille
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), spécifiquement des prostanoïdes et du
facteur activant les plaquettes (PAF) ont des fonctions de transcription de gènes, tandis
que les récepteurs au niveau de la membrane plasmique semblent plutôt induire des effets
aigus indépendant de transcription de gènes. Par contre, la présence de RCPG au noyau
n’est pas universelle. Les récepteurs activés par protéase (PAR) sont des RCPG. Ils sont
activés par le clivage d’une partie N-terminale du récepteur. Ce clivage génère un ligand
à l’extrémité de la partie N-terminale qui interagit avec les domaines extracellulaires du
récepteur. Il existe 4 types de PAR: PAR-1, PAR-2, PAR-3 et PAR-4. PAR-Ï et 2
peuvent induire des effets mitotiques. Un mécanisme de telle complexité pourrait être
médié par une action intracrine, telle que décrit pour les RCPG ayant des lipides comme
ligand; ceci demeure à être démontré pour les RCPG avec peptides (liés) comme ligand,
dont les PARs.
Le but de ce travail est d’étudier les propriétés de PAR-2 au niveau de
l’inflammation dans les cellules BOSC (cellules épithéliales rénales embryonnaires
humaines). Notre hypothèse est qu’il existe deux populations de PAR-2 se retrouvant à la
membrane plasmique et au niveau de la membrane nucléaire. Ces deux populations de
PAR-2 joueraient des rôles différents dans les processus inflammatoires étant donné leur
localisation différente dans la cellule. Nous pensons aussi qu’une partie de la population
de PAR-2 au niveau de la membrane nucléaire provient de la membrane plasmique.
iv
La mobilisation de PAR-2 a été étudiée à l’aide de la microscopie confocale et par
Western Blot. La pureté des fractions cellulaires a été analysée par Western Blot.
L’expression des gènes impliqués dans l’inflammation a été analysée par RT-PCR.
PAR-2 est transloqué de la membrane plasmique à la membrane nucléaire dans les
cellules BOSC suite à sa stimulation. Il existe déjà une population endogène de PAR-2 se
trouvant à la membrane nucléaire. La population de PAR-2 au niveau de la membrane
plasmique permet une augmentation de l’ARNm de IL-l suite à son activation pendant
15 minutes et le niveau d’expression revient à la base après trois heures de stimulation.
L’activation de PAR-2 se trouvant à la membrane nucléaire entraîne augmentation de
l’expression de l’ARNm de ICAM-Ï, IL-1 et IL-8. Après trois heures de stimulation, les
niveaux d’expression de ICAM-l et IL-1 sont plus faibles que le niveau basal tandis que
le niveau d’expression de IL-8 retourne à son niveau basal. L’augmentation de
l’expression de IL-l par la population de PAR-2 à la membrane plasmique est
dépendante de l’activation de ERK1/2 suite à l’activation du récepteur. La voie
signalétique dépendante de p38 est responsable de l’élévation du niveau d’expression de
IL-1 après la stimulation de PAR-2 nucléaire.
En conclusion, PAR-2 est transloqué à la membrane nucléaire après son activation
pour rejoindre une population de PAR-2 déjà existante au niveau nucléaire. PAR-2 au
niveau de la membrane plasmique diffère de PAR-2 au noyau dans la régulation des
gènes pro-inflammatoires.
Mots clés Récepteur couplé aux protéines G, intemalisation, translocation,
membrane nucléaire, inflammation.
VABSTRACT
The presence of nuclear transmembrane receptors, specifically for prostanoids and
platelet-activating factor (PAF), was reported to evoke functions related to gene
transcription while plasma membrane receptors induced mostly acute non-genomic
effects. The existence of GPCR at the nucleus is not universal. Protease activated
receptors (PARs) are members of the GPCR family. They are activated by the cleavage
of the N-terminal part of the receptor and the binding of a tethered ligand on the receptor.
There are 4 types of PARs: PAR-l, PAR-2, PAR-3 and PAR-4. PAR-1 and 2 can induce
mitogenic effects. Although rnany responses induced by PARs can resuit from its
interaction with ceil surface GPCR, intracrine effects of PARs have also been proposed
based largely on pharmacological binding studies. However, the mechanisms by which
PARs can elicit gene expression are unknown.
The purpose of this study is to evaluate the roles of PAR-2 in the inflammatory
processes in the BOSC celis (hurnan epithelial embryonic kidney ceils). We hypothesized
that PAR-2 may also exist at the celi nucleus where they would contribute in serving
particular functions, specifically induction of major proinflammatory genes. The roles of
PAR-2 at different locations are different since signaling mediators and second
messengers coupled to nuclear and plasma membrane PAR-2 of the same ceil type seem
to differ. We also think that a part of the receptor at the nuclear membrane cornes from
the plasma membrane afier its activation.
vi
Mobilization of PAR-2 was studied using confocal microscopy and Western Blot.
The purity of each ce!! fractions was analyzed by Western B!ot. Proinflammatory gene
expression was evaluated by RT-PCR and by Western Blot.
PAR-2 is translocated to the nuc!ear membrane afier its stimulation in the BOSC
celis. We detected the presence of endogenous PAR-2 at the nuclear membrane. PAR-2
at the plasma membrane induced IL-1 expression afier 15 minutes of activation and the
level of expression retumed to the baseline afier 3 hours. Nuclear membrane PAR-2
increased the expression of ICAM-1, IL-1 and IL-8 afier one hour of stimulation and the
!evels of expression ofICAM-1 and IL-1 were lower than the basa! levels afler 3 hours of
stimulation. IL-8 expression returned to basa! level afier 3 hours of activation of the
receptor. The increase of IL-1 expression induced by activation of plasma membrane
PAR-2 was attenuated by inhibition of ERK1/2. The increase of IL-1 expression induced
by nuc!ear membrane PAR-2 is dependent on the p38 signaling pathway.
In conclusion, PAR-2 is translocated to the nuclear membrane afier its
stimulation. PAR-2 at the ce!! nuc!ear membrane differs from PAR-2 at the ce!! surface,
specifical!y in the induction of major proinflammatory genes.
Key Words: G-protein coupled receptor, interna!ization, transiocation, nuc!ear
membrane, inflammation.
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1I. INTRODUCTION
2Pour s’adapter à son environnement extracellulaire, les cellules perçoivent les
stimuli externes par des récepteurs pour les hormones, les facteurs de croissance, les
ligands et la matrice extracellulaire. La liaison de ces molécules avec les récepteurs
permet aux cellules d’induire des réponses intracellulaires ou de communiquer entre-
elles. Ces molécules en circulation peuvent agir dans un environnement immédiat de la
cellule et ce proccessus est appelé la communication paracrine. La communication
autocrine permet aux cellules de sécréter des substances dans le milieu extracellulaire
pouvant se lier sur leurs propres récepteurs pour induire des changements internes. Un
nombre d’études ont démontré qu’il existe un mode de communication cellulaire par des
ligands peptidiques via des actions intracrines, c’est-à-dire des actions générées à
l’intérieur de la cellule. Ce type de communication a été montré pour l’insuline,
l’hormone de croissance, le facteur de croissance des fibroblastes, la prolactine,
l’angiogénine, les prostaglandines, le facteur activateur de plaquettes, l’acide
lysophospatidique ainsi que l’angiotensine (GOBEIL et al., 2003; GOBEIL et al., 2002;
MARRACHE et al., 2005; MERTANI et al., 2003; RE, 1999; RE & PARAB, 1984;
REILLY et al., 2004). Il a été suggéré que la localisation nucléaire des récepteurs de ces
facteurs est essentielle pour la régulation des gènes, l’augmentation ou l’inhibition des
effets induits par les récepteurs à la surface membranaire, le maintient de l’hémostase
cellulaire et la régulation de la prolifération cellulaire. De plus, pour certains récepteurs,
l’internalisation est nécessaire pour permettre une réponse biologique tel que démontré
pour les récepteurs de l’hormone parathyroïde et de la somatostatine (HENDERSON et
al., 1995; SARRET et al., 1999). Des études ont établi que la présence de ces récepteurs à
3la membrane nucléaire s’avère essentielle pour la transcription des gènes tandis que les
récepteurs à la membrane plasmique peuvent jouer majoritairement des rôles non-
génomiques et induisent des effets à court terme (BHATTACHARYA et al., 199$;
GOBEIL et al., 2002; MARRACHE et al., 2002).
1. Les récepteurs couplés aux protéines G
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) font partie de la grande super-
famille des récepteurs à signaux de transduction. Ils régulent diverse processus
physiologiques incluant la vision, l’olfaction, l’inflammation, l’immunité, la cognition, la
perception de la douleur, les fonctions cardiaques et la neurotransmission (LEfKOWITZ,
1993; NEER, 1995; SURYA et al., 199$). En raison de ses nombreuses implications dans
ces processus physiologiques, ces récepteurs représentent des cibles primaires pour le
développement des drogues.
1.1 Structure et fonctions des récepteurs couplés aux protéines G
Les RCPG sont composés d’un seul polypeptide et possèdent sept régions
transmembranaires hydrophobes. Ces domaines transmembranaires sont caractérisés par
des hélices alpha et sont orientés de façon perpendiculaire à la membrane plasmique. La
partie N-terminale se situe au niveau extracellulaire et possède des sites de glycosylation.
Le segment C-terminal est localisé dans le cytosol et contient des sites de
phosphorylation et d’autres modifications post-traductionnelles. Ces récepteurs sont
responsables des actions physiologiques de la majorité des hormones, des
neurotransmetteurs et des neuromodulateurs. Presque 80 % des signaux provenant des
4hormones sont dus à l’activation de ces récepteurs et plus de 5 % du génome humain
code pour les RCPG . Les RCPG permettent la transduction des signaux provenant de
l’extérieur de la cellule en servant de facteur d’échange des nucléotides guanine pour une
famille de protéines hétérotrimériques liant le GTP (protéine G) (COLLINS et al., 1992).
1.2 Les protéines G
Les protéines G régulent de nombreux effecteurs cytoplarniques. Ces protéines
sont composées de trois sous-unités Œ, F et y. Dans sa forme inactive, la sous-unité Œ est
liée au GDP. Lorsque la protéine G est stimulée par un récepteur activé, la sous-unité c
relâche son GDP et l’échange pour une GTP. Cet échange entraîne une dissociation de la
sous-unité cx des sous-unités f3y. Les différentes composantes de la protéine G ont pour
cibles soit des enzymes ou des canaux ioniques. L’hydrolyse du GTP par la sous-unité cx
permet sa ré-association avec les sous-unités 3’y. L’activation des protéines G et peut
réguler de façon positive ou négative les effecteurs comme la phospholipase, l’adénylate
cyclase et les canaux ioniques. La famille des protéines G transductrice de signaux
comprend plusieurs membres dont les potéines G, G, Gq, G et G0j. La protéine G
(<stimulante» permet d’activer l’adénylate cyclase qui va induire la formation d’AMPc.
L’AMPc agit comme second messager pour activer ou inhiber de nombreuses enzymes
ou cascades signalétiques. La protéine G «inhibitrice» va inhiber l’adénylate cyclase et
possède probablement les mêmes sous-unités f3 et y que les protéines G, mais une sous
unité cx différente. Les protéines Gq font intervenir les phosphatidylinositols dans le
système de signalisation. La phosphodiestérase permettant l’hydrolyse du GMP cyclique
en GMP est activée par la protéine G «transducine ». La protéine G01f est exprimée dans
5les neurones sensoriels olfactifs et régule la transduction du signal olfactif. (KAZIRO et
al., 1991; LEFKOWITZ & CARON, 198$; LEVITZKI, 198$; MAJERUS, 1992)
L’activation des RCPG peut aussi causer une activation des protéines de la famille des
petites protéines G (GTPase), Ras et Rho. Ces GiPases peuvent influencer la réponse
signalétique des RCPG et leur mouvement intracellulaire.
1.3 Signalisation des RCPG
Un bon nombre de récepteurs couplés aux protéines G engendrent des signaux qui
permettent la régulation de la différenciation et la croissance cellulaire, incluant
l’activation des GTPases de la famille Ras et la stimulation des voies des protéines
kinases activées par les mitogènes (MAP kinase). Les mécanismes permettant l’activation
des voies des MAP kinases varient selon le type de RCPG ainsi que le type cellulaire. Les
kinases activées par les mitogènes sont des kinases à sérine/thréonine très conservées
durant l’évolution et sont impliquées dans la transduction des signaux provenant de
l’extérieur de la cellule. Elles permettent la régulation de la croissance cellulaire, la
division, la différentiation et l’apoptose. Les cellules de mammifère possèdent trois
classes majeures de MAP kinase, la classe des ERK (extracellular signal-regulated
kinases, celle de JNK!SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) et
la classe de p3$/HOGY MAP kinases. La voie de ERK est importante pour le contrôle de
la transition GO-G 1 du cycle cellulaire, pour le passage des cellules en mitose ou en
méiose et pour la régulation de la survie cellulaire par un effet antiapoptotique. D’un
autre côté, les MAP kinases JNK!SAPK et p3$/HOG1 sont impliquées dans la régulation
de l’arrêt de la croissance cellulaire, l’apoptose et l’activation des cellules immunitaires
6et réticuloendothéliale en réponse aux stress hormonal et environnemental (PEARSON et
al., 2001). Les MAP kinases sont régulées via une cascade comprenant une série de
kinases. Chaque voie est composée de trois kinases qui se phosphoiylent et s’activent
successivement. Une fois activées, les MAP kinases vont phosphoryler des substrats
membranaires, cytoplasmiques, nucléaire et cytosquelettique. Les mécanismes utilisés
par les RCPG pour stimuler les MAP kinases comprennent l’induction des signaux initiés
par les effecteurs des protéines G comme les protéines kinase A et C et le calcium
intracellulaire. Les signaux provenant de la transactivation avec les récepteurs à tyrosine
kinase permettent aussi l’activation des MAP kinases. finalement, un des mécanismes
utilisé par les RCPG pour activer les MAP kinases est l’induction des signaux initiés par
l’interaction directe avec les bfta-arrestines et les composantes de la cascade des MAP
kinases.
1.4 Les GTPases
La famille des petites protéines G contient plus de 100 membres classifiés dans
cinq catégories différentes : la famille Ras, Rho, Arf, Rab et Ran GTPase. Ces GTPases
ont une masse moléculaire qui varie de 20 à 30 kDa et sont sous la forme monomérique.
De façon générale, la famille des Ras GTPases régule les signaux cellulaires qui affectent
la transcription des gènes. La famille des Rho GTPases fonctionne comme régulateur du
cytosquelelle d’actine et influence aussi la transcription des gènes. La formation, la
fusion et le mouvement des vésicules entre les différents compartiments cellulaires sont
régulés par la famille des Rab et Arf GTPases. Finalement, la famille des Ran GTPases
sont des régulateurs du transport nucléocytoplasmique des protéines et de l’organisation
7des microtubules. Tous ces GTPases fonctionnent en créant un cycle entre une forme liée
au GDP (forme inactive) et une forme liée au GTP (forme active) (BOS, 199$; TAKAI et
al., 2001). Au niveau de l’endocytose des RCPG, Arf GTPase joue un rôle essentiel. Arf6
est impliqué dans la régulation de l’endocytose des récepteurs et dans le recyclage des
vésicules endosomales. Son activité est régulée par deux facteurs d’échange de nucléotide
guanine (GEF), ARNO (ADP ribosylation factor nucleotide-binding site opener) et
EFA6. Il a été démontré que ARF1 joue aussi un rôle dans l’endocytose des RCPG.
(CLAING et al., 2001; MITCHELL et al., 199$). Les Rab GTPases sont importants pour
la régulation de l’endocytose, l’exocytose et la fusion des endosomes (ROSENFELD et
al., 2002; SEACHRIST & FERGUSON, 2003; ZERTAL & MCBRIDE, 2001). Il existe
60 différents Rab GTPases et leur structure est grandement conservée. Chaque Rab
possède une localisation intracellulaire distincte. Certains Rab GTPases comme Rab 1,
Rab4, Rab5, Rab7 et Rab 11 ont des rôles dans le transport des molécules entre le
réticulum endoplasmique et le l’appareil de Golgi, dans l’endocytose et le mouvement
des RCPG entre les endosomes et les lysosomes.
1.5 Endocytose des RCPG
L’endocytose des RCPG est un processus permettant au récepteur d’être
internalisé vers des compartiments intracellulaires. Les récepteurs peuvent soit être
intemalisés de façon constitutive, soit de façon induite par la liaison de leurs ligands. Il
existe plusieurs voies d’endocytose des récepteurs. La voie majeure d’internalisation est
la voie dépendante de la clathrine qui est acheminée par des vésicules recouvertes
majoritairement de clathrine et du complexe AP-2. Le complexe adaptateur AP-2
8engendre la polymérisation de la clathrine à la membrane plasmique et permet
l’internafisation des molécules par la fission des vésicules, une étape dépendante de la
dynamine, une GTPase permettant le détachement des vésicules de la membrane
plasmique. Les récepteurs peuvent aussi emprunter la voie d’endocytose dépendante des
cavéoles. Celles-ci sont des invaginations lisses de la membrane plasmique riches en
cholestérol et en sphingolipide (PALADE, 1953). Les cavéolines sont des protéines
s’associant au cholestérol avec une faible densité et elles décorent la surface cytosolique
des cavéoles. Il existe trois isoformes de la cavéoline : cavéoline-1, 2 et 3. Les
cavéolines- 1 et 2 sont exprimés dans une grande variété de tissues et types cellulaire
tandis que la cavéoline-3 est exprimée de façon spécifique aux cellules musculaires, aux
astrocytes et aux chondrocytes (NISHIYAMA et al., 1999; OKAMOTO et al., 199$;
SCHERER & LISANTI, 1997; SCHWAB et al., 1999; SONG et al., 1996; TANG et al.,
1996). Les cellules qui n’expriment pas ou peu la cavéoline-1 ont une faible quantité de
cavéoles à la membrane plasmique. Il a été démontré que la ré-introduction de la
cavéoline-1 dans ces cellules permet d’induire la formation des cavéoles. (ENGELMAN
et al., 1997; FRA et al., 1995; KOLESKE et al., 1995; LE et al., 2002; MIRRE et al.,
1996; ORLANDI & FISHMAN, 1998; SMART et al., 1996). De façon similaire, les
cavéoles sont absentes dans les cellules endothéliales de souris knock out en cavéoline- 1.
(DRAB et al., 2001; RAZANI et al., 2001).
1.5.1 Endocytose et induction du signal
L’intemalisation du récepteur ainsi que son ligand est aussi un moyen pour les
cellules de générer une cascade signalétique qui est indépendante des protéines G. En
9effet, l’intemalisation peut permettre de prolonger la durée du signal engendré par
l’activation du récepteur au niveau de la membrane plasmique en maintenant une activité
au niveau de l’endosome (GRTENDLING et al., 1987; HUNYADY et al., 1991). Les
complexes ligand-récepteurs au niveau des endosomes peuvent aussi enclencher une
nouvelle cascade signalétique distincte de celle engendrée par ces complexes au niveau
de la membrane plasmique. En effet, il a été démontré que l’intemalisation des RCPG
permet une transduction du signal emmenant à l’activation de la voie des MAP kinases et
elle joue un rôle dans la régulation de la transcription de certains gènes (LUTTRELL et
al., 1997; SOUAZE et al., 1997). Dans les fibroblastes de rat la, l’inhibition de
l’endocytose dépendante de la clathrine a pour effet de bloquer l’activation des kinases
ERK (LUTTRELL et al., 1997).
1.6 Désensibilisation des RCPG
La re-localisation ainsi que certaines fonctions cellulaires spécifiques sont
impliquées dans la régulation et la désensibilisation des récepteurs couplés aux protéines
G. La désensibilisation rapide est caractérisée par un découplage des récepteurs des
protéines G et cela sans modifier le nombre de récepteurs présents dans les cellules
(CLARK, 1986). Pour certains RCPG, leur désensibilisation se fait par un processus
appelé séquestration qui implique la redistribution des récepteurs de la membrane
plasmique vers les compartiments intracellulaires (STAEHELIN & SIMONS, 1982;
TOEWS & PERKINS, 1984; VON ZASTROW & KOBILKA, 1992). La
désensibilisation lente des récepteurs implique une diminution du nombre total de
récepteurs et est induite sur une longue période de temps variant de quelques heures ou
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quelques jours suite à l’activation de ceux-ci. L’activation du récepteur va induire la
phosphorylation de celui-ci par le PKC, PKA et/ou les kinases des récepteurs couplés aux
protéines G (GRK). La liaison d’une protéine adaptatrice au récepteur phosphorylé,
anestine, entraînera le découplage du récepteur de la protéine G et une séquestration de
ce récepteur par des vésicules tapissées de clathrine. Cette internalisation est dépendante
de la dynamine. Il est maintenant évident que les séquences cytosoliques des RCPG sont
responsables de l’interaction directe avec les molécules des vésicules de transport. Les
protéines sont internalisées dans des vésicules appelées endosomes de triage. Les
protéines dans ces endosomes peuvent être recyclées à la membrane plasmique,
transportées dans le compartiment de recyclage endosomal pour un retour éventuel à la
membrane plasmique ou peuvent se retrouver dans des endosomes tardifs. En raison du
pH faible au niveau de la lumière de l’endosome de triage il y a une dissociation entre le
ligand et son récepteur (PRESLEY et aÏ., 1997). Il a été démontré que l’ubiquitination du
132AR et du récepteur à chemokine CXCR4 est important pour l’acheminement de ces
récepteurs vers les lysosomes et pour leur dégradation (MARCHESE & BENOVIC,
2001; SHENOY et aÏ., 2001). Pour certains récepteurs comme celui du -opiod,
l’ubiquitination n’est pas essentielle pour l’internalisation du récepteur vers les lysosomes
(TANOWITZ & VON ZA$TROW, 2002).
2. Transiocation des récepteurs au Noyaux
Il existe plusieurs études démontrant la présence de facteurs de croissance, de
cytokines ainsi que leurs récepteurs au noyau cellulaire. En effet, le facteur de croissance
des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance épidermique (EGF), l’hormone de
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croissance (GH) et d’autres ligands de même que leurs récepteurs sont ciblés vers le
noyau (LIN et al., 2001; LOBIE et al., 1994; MAHER, 1996; STACHOWIAK et aï.,
1996; WANG et al., 2004). Les mécanismes permettant la translocation des récepteurs à
la membrane plasmique ainsi que leurs ligands extracellulaires vers le noyau ne sont pas
bien connus. Il a été démontré pour le récepteur FGfR1 que sa translocation au noyau est
dépendante de la voie des endosomes et requiert la dynamine et la protéine ARF6
(BRYANT et al., 2005). Des études ont suggéré que des mécanismes dépendants des
lipides et/ou des cavéolines sont responsables de la translocation des récepteurs au noyau.
(CITORES et al., 2001; CITORES et al., 1999). Étant donné que les récepteurs ainsi que
leurs ligands sont retrouvés au noyau, des chercheurs ont suggéré que ces deux protéines
sont internalisées et transioquées ensemble au noyau. Le mécanisme de régulation de
l’importation des protéines au noyau le plus connu est celui impliquant les signaux de
localization cellulaire (NLS) et les protéines de la familles des importines avec le Ran
GTPase (PEMBERTON & PASCHAL, 2005). Dans certains cas, les NLS contiennent
plusieurs acides aminés basiques. C’est le cas pour les histones et les protéines
ribosomiques. Les protéines se liant à l’ARN contiennent des NLS riches en arginine et
en glycine (JAKEL & GORLICH, 199$; LESLIE et al., 2004; SENGER et aï., 1998).
Dans d’autres cas, le domaine NLS peut être plus grand et est riche en glycine et déficient
en acides aminés basiques (POLLARD et al., 1996). L’importine-Œ se lie avec la protéine
cible dans le cytoplasme via la reconnaissance du NLS et l’importine-Œ forme un
hétérodimère avec l’importine-f3. Ce complexe permet la translocation de la protéine
cible au noyau. Une fois dans le noyau, les importines s’associent au RanGTP et le
complexe entraîne la dissociation du cargo. Certaines protéines peuvent être transloquées
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au noyau sans avoir de NLS ou possédant un NLS non encore identifié. Dans le noyau, le
complexe ligand-récepteur se lie aux éléments de réponse à l’ADN et recrute les facteurs
permettant l’assemblage du complexe d’initiation de la transcription.
3. Inflammation
L’inflammation est une réponse au dommage tissulaire et peut être causée par des
substances chimiques, des micro-organismes, des dommages physiques ou d’autres
substances. La réponse inflammatoire consiste en un changement du flôt sanguin, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et un recrutement des cellules du sang dans
les tissus endommagés. L’endothélium endommagé va exprimer des molécules
d’adhésion qui vont se lier aux leucocytes en circulation dans le sang. Ces molécules
d’adhésion comprennent les sélectines P et E, les membres de la famille des
immunoglobulines, les molécules d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) et les molécules
d’adhésion vasculaire 1 (VCAM-1). Les sélectines permettent un roulement des
leucocytes le long de l’endothélium tandis que ICAM-1 et VCAM-l permettent un
attachement plus solide des leucocytes à l’endothélium (ADAMS & SHAW, 1994;
TEDDER et al., 1995). Une fois que les leucocytes sont adhérées à l’endothélium, elles
sont attirées par des molécules chemoattractantes et migrent dans l’espace sous
endothélial (BAGGIOLINI, 1998). Les cellules polymorphonucléaires (PMN), par
exemple les neutrophiles, sont attirées par IL-8 et par le facteur activateur de plaquette
(PAF). Dans l’espace sous-endothélial, les lymphocytes T contribuent à la réponse
inflammatoire ainsi que les macrophages. L’activation des cellules T entraîne
l’expression de l’interféron-y et la lymphotoxine qui va amplifier l’état d’inflammation.
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Les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules du muscle lisse vont produire
le facteur de nécrose tumorale u (TNF-u) qui avec l’interféron-y et l’interleukine-l (IL-1)
vont stimuler la production de IL-6 de la part des cellules musculaire lisse (BARATH et
al., 1990; NG et al., 1994; SANCEAU et al., 1995; WARNER & LIBBY, 1989). IL-6 est
le stimulus principal de la protéine réactive C (CRP) (HEINRICH et al., 1990).
4. Les récepteurs activés par protéase
Les récepteurs activés par protéase (PAR) font partie de la famille des récepteurs
couplés aux protéines G. Ces récepteurs sont activés suite à un clivage de la partie N-
terminale du récepteur générant ainsi un ligand à l’extrémité de la partie N-terminale qui
interagit avec les domaines extracellulaires du récepteur (VU et al., 1991). L’ activation
de ceux-ci peut également se produire suite à la liaison d’un ligand synthétique ayant la
même séquence peptidique que le ligand naturel: SLIGKV pour les humains et SLIGRL
pour les souris. Quatre types de PAR ont été découverts jusqu’à présent: PAR-1, PAR-2,
PAR-3 et PAR-4. Les PAR sont distribués un peu partout dans les tissus humains et se
retrouvent en grande concentration dans l’intestin, le rein, le colon et l’estomac. Des
études ont démontré que les PAR peuvent induire des effets mitogéniques, plus
spécifiquement la néovascularisation (MILIA et al., 2002). PAR-1, 3 et 4 sont activés par
la thrombine. PAR-2 diffère des autres PAR dans le fait qu’il n’est pas activé par la
thrombine, mais par la tlypsine et la tlyptase des mastocytes. La trypsine est souvent
reliée à l’enzyme digestive sécrétée par le pancréas lors de la digestion. Cependant, la
trypsinogène est exprimée par les cellules endothéliales, épithéliales, les tumeurs et les
neurones et la tlypsine extra-pancréatique peut activer PAR-2 (ALM et aÏ., 2000;
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KOIVUNEN et al., 1991; KOSHIKAWA et aï., 1997; KOSHIKAWA et al., 1994;
WIEGAND et aÏ., 1993). Un nombre important d’enzymes de la famille de la tlypsine
endogènes ou exogènes peuvent cliver et activer PAR-2. Une variété de cellules
cancéreuses humaines sécrètent des enzymes ayant une spécificité comme la trypsine
pouvant activer PAR-2 (KOSHIKAWA et al., 1997). Parmi les membres de la famille de
la tlypsine pouvant activer PAR-2, on dénote la trypsinogène 2 endothéliale, la
maptriptase, la protéinase-1 à sérine et la trypsinogène 4 générée par les kératynocytes au
niveau de la peau. (ALM et al., 2000; KOSHIKAWA et al., 1997; OBERST et aL, 2001;
STEINHOFf et al., 2005; TAKEUCHI et aÏ., 2000). La trypsine et la tlyptase engendrent
un clivage à la position Arginine36 et Sérine37. Ce clivage va exposer un ligand toujours
attaché au récepteur à la partie N-terminale et ce ligand va se lier à une séquence
conservée sur la deuxième boucle extracellulaire de PAR-2. Contrairement à la trypsine,
la tryptase ne peut activer complètement PAR-2 sous sa forme glycosylée (COMPTON et
al., 2001). Ce mécanisme de contrôle de l’activation n’a pas été observé chez les autres
membres de la famille des RCPG. Nous ne savons pas toutefois si la glycosylation des
domaines N-terminaux de PAR-2 et PAR-4 affecte leur activation. PAR-3 sert de co
facteur pour PAR-4. L’activation des plaquettes est une des fonctions appartenant à PAR-
4 (HOLLENBERG, 2003).
4.1 Structure et fonctions de PAR-2
Les gènes humains encodant PAR-1 et PAR-2 sont localisés dans le chromosome
5q13 et ces gènes sont séparés seulement par 90 kb. Le gène de PAR-3 est également
situé dans le chromosome 5q13. Cependant, le gène de PAR-4 est localisé dans le
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chromosome l9pl2, mais partage tout de même une structure commune avec les autres
gènes de PAR (AL-ANI et al., 1999; KAHN et aÏ., 1998; XU et aï., 1998). PAR-2 est
une protéine de 397 résidus d’acides aminés et possède une séquence identique à 83 %
avec celle de PAR-2 de souris et une séquence identique à 35 % avec celle de PAR-1
humain. La partie N-terminale extracellulaire est la région la moin conservée entre PAR2
humain et de souris avec 65 % d’identité. Une autre région contenant une séquence de
grande similarité entre l’humain et la souris est la partie située immédiatement du côté N-
terminale du premier domaine transmembranaire I. Cette partie est importante pour la
liaison avec le ligand (BAHOU et al., 1994). PAR-1 possède une séquence chargée
négativement (WEDEEKNES) au niveau N-terminal et distincte de la séquence
permettant le clivage par la thrombine. Cette séquence augmente l’affinité pour la liaison
avec la thrombine (VU et al., 1991). Contrairement à PAR-1 et PAR-3, PAR-2 ne
possède pas cette séquence chargée négativement. La présence de cette séquence peut
expliquer la sélectivité de la thrombine pour cliver PAR-1 et PAR3 et non pas PAR2. La
portion N-terminale de PAR-2 est plus courte que celle de PAR-1 de 29 acides aminés et
ne possède pas de domaine de liaison à la thrombine. En effet, la région N-terminale de
PAR-2 possède un site de clivage (SKGR/SLIG) qui peut être clivé par la trypsine, la
tryptase des mastocytes, et les facteurs de coagulation Xa et Vila. Ce clivage permet une
exposition d’une séquence N-terminale NH2-$LIGRL (pour les souris) et NH2-SLIGKV
(pour les humains) pouvant se lier à la deuxième boucle extracellulaire de PAR-2 pour
activer celui-ci. Également, la partie N-terminale contient des sites consensus pour la
glycosylation. La trypsine pancréatique est l’agoniste le plus puissant de PAR-2 et elle a
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été détectée dans d’autres types cellulaires comme les cellules épithéliales (COCKS et
aï., 1999; KOSHTKAWA et al., 199$).
4.2 Signalisation via PAR-2
Contrairement à PAR-1, il y a très peu d’études réalisées sur la signalisation de
PAR-2. Les trois PAR (Par-1, PAR-2 et PAR-4) peuvent causer une élevation du calcium
intracellulaire suite à leur activation et ce processus est médié par la protéine Gqii
.
Il a
été démontré que dans le cas de PAR-1, la deuxième boucle intracellulaire est
responsable en grande partie pour le couplage avec la protéine Gq (VERRALL et aï.,
1997). De plus, PAR-1 peut coupler avec la protéine G ce qui entraîne une inhibition de
l’adénylate cyclase et d’autres processus comme la régulation des canaux ioniques et
l’activation de la phospholipase Cf3 et de cSrc. Le couplage de PAR-1 avec soit la
protéine Gq, G ou les deux dépend du type cellulaire et de l’abondance des deux
protéines (HUNG et aL, 1992; $WIFT et al., 2000). Des études ont aussi suggéré que
PAR-1 peut coupler avec les membres de la famille de G12713 (OFFERMANNS et aï.,
1994). Jusqu’à présent, des études ont démontré une interaction de PAR-2 avec Gq/Gti et
probablement avec G0/G. Étant donné que PAR-2 interagit avec Gq/Gii, il a été suggéré
que ce récepteur permet une activation de la PLC, la PKC et la voie des MAPK. En effet,
la stimulation de PAR-2 par le peptide agoniste permet une activation de la PLC et la
PKC dans les cellules neuronales et les cellules musculaires lisses (BERGER et al., 2001;
OKAMOTO et al., 2001). L’activation de la PLC résulte en la formation de l’inositol
triphosphate et de diacylglycérol, ce qui entraînera la mobilisation du calcium
intracellulaire et une activation de la PKC. II a également été montré que l’activation de
PAR-2 dans les kératinocytes permet de stimuler JNK et p38 MAPK (KANKE et al.,
2001). L’activation de PAR-2 permet aussi d’activer la voie des MAPK par l’activation
de ERK1/2 et ainsi d’induire la transcription des gènes comme le VEGfR-2 et l’ADN
primase 1 (DEFEA et aÏ., 2000). De plus, l’activation de RhoA par PAR-2 a été décrit
pour les HUVEC. Ces études tendent à démontrer les rôles de PAR-2 dans différents
phénomènes physiologiques tels la prolifération et la différentiation cellulaire. Il a
également été démontré que l’activation de PAR-2 par la trypsine permet de stimuler le
facteur de transcription NF-icB à se lier à FADN ainsi qu’une activation des kinases
IKKa et IKKJ3 (KANKE et al., 2001).
4.3 Endocytose et Désensïbilisation de PAR-2
La terminaison des réponses signalétiques engendrées par l’activation de PAR-2
est essentielle pour permettre une bonne régulation des activités physiologiques de PAR-
2. Des études ont démontré récemment que tes réponses cellulaires initiées par PAR-2
sont rapidement désensibilisées et son cheminement intracellulaire est similaire à celui de
PAR-l. L’arrêt du signal engendré par PARI est régulé en partie par la phosphoiylation
du récepteur par le GRK. La sur-expression de GRK3 et GRK5 entraîne une
augmentation de la phosphorylation de PAR-I et cela inhibe l’accumulation de l’inositol
phosphate. Des études ont suggéré que la partie C-terminale de PAR-l est une cible pour
la phosphorylation par les GRK et est responsable de l’arrêt du signal (ISHII et al., 1994;
NANEVICZ et al., 1996). En effet, le mutant de PAR-l dont tous les résidus de sérine et
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thréonine ont été convertis en alanine possède une plus grande capacité de signalisation.
Ce mutant démontre une réduction de la phosphorylation et n’est pas inhibé par la sur-
expression de GRK. Toutefois, il a été démontré qu’il existe des mécanismes additionnels
pour l’arrêt du signal initié par PAR-1. Par exemple, la liaison de PAR-1 avec la bêta
anestine indépendemment de la phosphorylation du récepteur est suffisante pour induire
une désensibilisation de celui-ci. De plus, la désensibilisation de PAR-1 est inhibée dans
les cellules n’ayant pas de bêta-arrestine. Il a aussi été décrit que la phosphorylation de
d’autres sites sur le récepteur joue un rôle important dans la régulation du signal de PAR
i. Le domaine C-terminale de PAR-2 contient plusieurs sites potentiels de
phophoiylation. L’utilisation des inhibiteurs de PKC ont permis de démontrer que PKC
possède une fonction dans la désensibilisation de PAR-2 (BOHM et al., 1996a).
L’intemalisation des récepteurs contribue à l’arrêt du signal en dissociant les récepteurs
des protéines G et des effecteurs. Il a été démontré que PAR-2 utilise la voie
d’intemalisation par les puits de clathrines vers les endosomes pour être ensuite
redistribué dans les lysosomes. Il est clair que la resensibilisation de PAR-2 implique la
synthèse de nouveaux récepteurs et le trafic intracellulaire puisque cette resensibilisation
est inhibée par l’action du cyclohexamide et de la brefeldin. Il a également été démontré
que PAR-2 peut interagir avec la 13-arrestine et la 32-adaptine du complexe AP-2 pour
son endocytose. L’importance de l’ubiquitination de PAR-2 dans son endocytose n’a pas
été démontrée. Étant donné que l’utilisation du PAO a peu d’effet sur la mobilisation du
calcium engendré par l’activation de PAR-2, cela démontre que l’endocytose n’est pas le
mécanisme majeur de désensibiliation de ce récepteur.
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4.4 Rôles pro-inflammatoires de PAR-2
La tryptase sécrétée par les mastocytes peut activer PAR-2 dans les neurones, les
cellules endothéliales et épithéliales. Étant donné que les mastocytes sont impliquées
dans les phénomènes inflammatoires, dans les réactions d’hypersensibilité et dans la
guérison des blessures, il est fort probable que le PAR-2 ait un rôle à jouer dans ces
phénomènes (BIEDERMANN et al., 2000; STEINHOFF et aÏ., 1999). De plus, la
tryptase permet une augmentation de l’expression de IL-1 E3 et une sécrétion de IL-8. Elle
entraîne une hausse de la présence des molécules d’adhésion intracellulaire (ICAM) et de
la sélectine dans les cellules endothéliales. La tryptase est responsable de l’accumulation
des neutrophiles et des éosinophiles. Elle produit une fuite vasculaire et elle est
mitogénique pour les cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires
lisses (BROWN et al., 1995a; BROWN et al., 1995b; SHPACOVITCH et aÏ., 2002;
VERGNOLLE, 1999). PAR-2 est fortement exprimé dans les organes vascularisés. Dans
les vaisseaux sanguins, PAR-2 se retrouve au niveau de l’endothélium et dans les cellules
du muscle lisse (BOHM et al., 1996b; D’ANDREA et al., 199$; NYSTEDT et al., 1995).
Les agents inflammatoires et les dommages au tissu entraînent une augmentation du
niveau d’expression de PAR-2 dans les vaisseaux sanguins. En effet, le facteur alpha
stimulateur de nécrose tumorale (TNF-Œ), l’interleukine-l (IL-1) et la lipopolysaccharide
(LPS) provoquent la sur-expression de l’ARNm de PAR-2 et l’immunoréactivité des
cellules HUVEC (human vascular endothelial ceils) à l’intérieur de 4 à 20 heures suite à
leurs exposition (NYSTEDT et al., 1996). Étant donné que l’inflammation au niveau du
tractus gastro-intestinal permet la sécrétion de protéases pouvant activer PAR-2, il fût
suggéré que ce récepteur joue un rôle important dans les processus inflammatoires au
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niveau du tractus gatro-intestinal. En effet, l’administration de la trypsine, la tryptase et
du peptide agoniste de PAR-2 au niveau du colon d’une souris entraîne une réaction
inflammatoire généralisée chez les souris de type sauvage et non chez les souris
déficientes en PAR-2. Dans un modèle de dermatite allergique, chez les souris déficientes
en PAR-2, il y a une diminution de l’enflure des oreilles et une baisse de l’infiltration des
cellules inflammatoires (KAWAGOE et al., 2002). Les activateurs de PAR-2 peuvent
aussi envoyer des signaux aux neurones afférentes primaires innervant la peau et cela
engendre le relâchement des neuropeptides SP et CORP induisant ainsi une inflammation
neurogénique (KRI$HNA et al., 2001). L’activation de PAR-2 permet aussi d’activer la
voie de Nf-KB dans les kératinocytes et les myocytes, démontrant l’importance de PAR-
2 au niveau de l’inflammation. L’agoniste de PAR-2 entraîne une augmentation de
l’expression de l’ARN de la molécule d’adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) chez les
kératinocytes ainsi que l’expression de IL-8 chez les cellules épithéliales endométriales et
les cellules stromales (HIROTA et aÏ., 2005). L’activation de ce récepteur stimule la
sécrétion de IL-113, IL-8 et IL-6 chez les neutrophiles ( SHPACOVITCH et al., 2004). De
plus, la stimulation de PAR-2 avec son peptide agoniste résulte en l’activation de
certaines protéines kinases activées lors d’un stress cellulaire (JNK et p38)
(BRETSCHNEIDER et al., 1999; KANKE et al., 2001). Au niveau des voies
respiratoires, PAR-2 peut avoir des rôles pro et anti-inflammatoires. PAR-1, PAR-2 et
PAR-4 sont exprimés par les cellules épithéliales des voies respiratoires et l’activation de
ces récepteurs entraîne le relâchement des cytokines comme IL-6, IL-8 et la
prostaglandine E2 qui sont des médiateurs pouvant réguler l’inflammation
(ASOKANANTHAN et al., 2002). De plus, l’activation de PAR-2 entraîne une
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augmentation de la perméabilité vasculaire, une relaxation des vaisseaux sanguins, une
hypotension systémique, l’infiltration des granulocytes et l’adhésion des leucocytes. (AL
ANI et al., 1999; DAMIANO et al., 1996; HWA et al., 1996; KAWABATA et al., 199$;
SAIFEDDINE et al., 1996; VERGNOLLE, 1999; VERGNOLLE et al., 1999;
VERGNOLLE et al., 1998) Il a été confirmé que PAR-2 possède une activité de
régulation de la douleur lors des processus inflammatoires. Des chercheurs ont détecté la
présence de PAR-2 au niveau des nerfs sensitifs et l’activation de ces récepteurs avait
pour effet une mobilisation du calcium intracellulaire. L’identification de PAR-2 au
niveau des neurones a attiré l’attention des chercheurs sur le rôle de PAR-2 dans la
nociception. Il a été déterminé que l’activation de PAR-2 permet de mobiliser le calcium
intracellulaire dans les neurones.
4.5 Rôles anti-inflammatoires de PAR-2
Il a été démontré dans des études récentes que PAR-2 peut aussi jouer des rôles
anti-inflammatoires. En effet, l’activation de PAR-2 avec son peptide agoniste offre une
protection contre l’inflammation du colon en diminuant les cytokines et les protéines des
cellules de type T et en inhibant l’activité myeloperoxidase (FIORUCCI et al., 2001). Le
pré-traitement avec l’agoniste de PAR-2 permet également la prévention des lésions
gastriques induite par l’administration sous-cutanée d’indométhacine ou par
l’administration par voie orale d’une solution contenant 60% d’éthanol et 150 mM de
HC1. Cette protection est due au fait que la stimulation de PAR-2 entraîne la sécrétion des
mucus gastriques en activant la relâche du CGRP et des tachykinines provenant des
neurones sensorielles (KAWABATA et al., 2001). PAR-2 est impliqué dans la protection
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contre les lésions suite à une réperfusion. Des chercheurs ont démontré que l’infusion du
peptide agoniste de PAR-2 permet un rétablissement fonctionnel du myocarde et une
baisse de la peroxydation lipidique lors du flux sanguin (NAPOLI et al., 2000). Il a été
démontré que l’injection du peptide agoniste de PAR-2 chez les souris diminue la
synthèse des cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3, IL-12 et l’interféron-y) (FIORUCCI et
al., 2001). Dépendemment de l’environnement physiologique ou pathophysiologique,
PAR-2 peut être impliqué dans les processus pro ou anti-inflammatoires.
4.6 Autres fonctions de PAR-2
PAR-2 possèdent plusieurs fonctions physiologiques et est notamment impliqué
dans les processus de la prolifération cellulaire. En effet, la stimulation de PAR-2 avec la
trypsine entraîne la prolifération des cellules cancéreuses du colon (DARMOUL et al.,
2004). L’activation de PAR-2 permet la stimulation de l’angiogénèse dans un model
d’ischémie du membre postérieur chez la souris (MILIA et al., 2002). Beaucoup d’études
ont été effectuées jusqu’à présent sur PAR-l, mais de plus en plus de chercheurs
s’intéressent à PAR-2 en raison de ses fonctions dans la prolifération cellulaire et
l’angiogénèse. L’expression de PAR-2 au niveau des cellules endothéliales et du muscle
lisse suggère que ce récepteur a un rôle à jouer dans la régulation du tonus vasculaire.
L’effet prédominant des agonistes de PAR-2 au niveau vasculaire est l’induction de la
relaxation des vaisseaux sanguins. Dans des préparations isolées d’aorte de rat et d’artère
coronaire humaine et de porc, l’activation de PAR-2 avec la trypsine et son peptide
agoniste cause une relaxation dépendante de l’endothélium (AL-ANI et al., 1995;
HAMILTON et al., 1998; HWA et al., 1996; ROY et al., 1998). Les mécanismes de
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relaxation artérielle impliquent la mobilisation du calcium et l’activation de l’oxide
nitrique synthase dans les cellules endothéliales. La formation et la relâche de l’oxide
nitrique provoquent la relaxation des vaisseaux du muscle lisse. Le récepteur de
l’endothéline B est aussi un médiateur des effets cardiovasculaires des agonistes de PAR-
2 (MAGAZINE et al., 1996). Même si l’effet majeur de l’activation de PAR-2 est la
relaxation vasculaire, il a été démontré au niveau des artères rénales isolés de souris que
la trypsin et le peptide agoniste de PAR-2 entraînent une vasoconstriction lorsque
l’endothélium est enlevé ou lorsque les inhibiteurs de l’oxide nitrique synthase sont
utilisés (MOFFATT & COCK$, 199$). Dans l’artère pulmonaire de rat, de faibles
concentrations du peptide agoniste de PAR-2 induisent une relaxation qui est dépendante
de l’endothélium tandis que de fortes concentrations de ce peptide entraînent une
vasoconstriction. Cette contraction est indépendante de l’endothéline, de l’angiotensine,
de la noradrénaline ou des métabolites de l’acide arachidonique (ROY et al., 1998).
4.6.1 Rôles de PAR-2 dans la coagulation
La coagulation peut être engendrée par deux processus: la voie extrinsèque et la
voie intrinsèque. La voie extrinsèque est initiée par un dommage tissulaire et requiert le
facteur tissulaire (TF) ou thromboplastine exprimé par les cellules endothéliales et les
monocytes lors de l’inflammation. Lors de la coagulation, le facteur tissulaire lie le
facteur Vila et le complexe TF/FVIIa interagit avec le facteur X pour activer celui-ci et
formant le facteur Xa. Le facteur Xa se lie alors avec le facteur Va pour induire la
conversion de la prothrombine en thrombine. La thrombine permet la conversion de la
fibrinogène en fibrine et permet aussi d’activer les PAR pour induire l’aggrégation des
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plaquettes (ALLEN et aÏ., 2000; CAMERER et aï., 1996; KJALKE et aÏ., 1998). La voie
intrinsèque est déclenchée par le contact du sang avec le collagène lors d’un dommage à
l’endothéÏium et commence par la conversion du facteur XII en facteur XIIa, un
processus catalysé par la kallicréine et les kininogènes. La conversion de ce facteur
engendre une cascade d’événement permettant l’activation du facteur XI et du facteur V.
La voie intrinsèque converge alors avec la voie extrinsèque pour mener à la conversion
de la prothrombine en thrombine, un processus dépendant du facteur Xa (DAVIE &
RATNOff, 1964; HOFFMAN, 2003; SCOIT et al., 1985). Les facteurs Vila et Xa
peuvent également se lier aux PAR pour les activer.
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II. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS
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L’hypothèse:
Plusieurs études ont montré que les récepteurs nucléaires transmembranaires de la
famille des récepteurs couplés aux protéines G, comme les récepteurs des prostanoïdes et
du facteur activant les plaquettes ont des fonctions de transcription de gènes, tandis que
les récepteurs au niveau de la membrane plasmique semblent plutôt induire des effets
aigus indépendant de transcription de gènes.
Nous proposons qu’il existe deux populations de PAR-2 dont une se retrouvant à
la membrane plasmique et l’autre au niveau de la membrane nucléaire. La population se
trouvant au niveau de la membrane nucléaire proviendrait de la translocation de PAR-2
situé à la membrane plasmique. Ces deux populations de PAR-2 joueraient des rôles
différents dans les processus inflammatoires étant donné leur localisation différente dans
la cellule.
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Les objectifs sont
1. Déterminer le cheminement intracellulaire de PAR-2 suite à sa stimulation dans
les cellules BOSC (épithéliales rénales embryonnaires humaines).
2. Étudier les propriétés de PAR-2 à la membrane plasmique et PAR-2 à la
membrane nucléaire dans la régulation des gènes pro-inflammatoires dans les
cellules BOSC.
3. Élucider les mécanismes signalétiques des deux populations de PAR-2 dans la
transcription des gènes pro-inflammatoires.
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III. MATÉRIEL ET MÉTHODES
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MATÉRIEL ET MÉTHODES
Matériel
La trypsine (L-1 -tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl ketone-treated) a été obtenue de
Worthington Biochemical Co. (freehold, NJ). L’anticorps monoclonal anti-PAR2 de
souris provient de Santa Cruz (Santa Cruz, CA). L’anticorps monoclonal anti-13-Actine
de souris [C-15] provient de Abcam (Cambridge, MA). Les anticorps anti-souris IgG
conjugés à la peroxidase Horseradish ont été obtenus de Pierce (Rockford. IL). Le
peptide/agoniste PAR2 de souris, SLIGRL (PAR2-AP) a été synthétisé par Bio $ynthesis
Inc. (Lewisville. Texas).
Culture cellulaire
Les cellules BOSC sont des cellules épithéliales rénales embryonnaires humaines
(American Type Culture Collection; Manassas, VA) et sont mises en culture dans un
milieu DMEM comprenant 10 % fBS et 1% du mélange d’antibiotique contenant la
pénicilline (100 unités/mL) et la streptomycine (100 tg/mL). Le passage des cellules se
fait lorsqu’elles ont atteint environ 80 % de confluence.
Isolation des noyaux cellulaires
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à $0 % de
confluence. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec 10 mL de PBS froid et recueillies
dans un tube de 15 mL. Les cellules sont centrifugées à 1400 rpm pendant 5 minutes à
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4°C. La resuspension des cellules se fait avec un tampon de lyse contenant 10 mM de
TrisHCl pH 7.4, 10 nM NaCl, 3 mM MgC12, 300 mM sucrose et des inhibiteurs de
protéase. Les cellules sont broyées grâce à un mortier et un pilon en verre. L’homogénat
est centrifrigé à 700 g pendant 10 minutes à 4°C afin d’isoler les noyaux dans le culot.
Les noyaux sont lavés avec le tampon de lyse contenant 0.1 % NP-40 et centrifugés à 700
g pendant 10 minutes à 4°C. Les mitochondries sont obtenues en centrifugeant le
surnageant à 10 000 g pendant 15 minutes à 4°C et la membrane plasmique est isolée en
centrifugeant à 120 000 g pendant 60 minutes à 4°C.
Western blot
Les cellules BOSC transfectées avec PAR-2 GfP sont lysées avec la solution de lyse
contenant 150 mM NaC1, 150 mM KC1, 5 mM MgCl2, 50 mM Phosphate sodium, pH
7.0, 1% Triton X-100, et un cocktail inhibiteur de protéase (Boebringer Mannheim.
Mannheim, Germany). 30 tg de chaque échantillon est mélangé avec du 4 x Reducing
Sample Buffer (Boston BioProducts mc, Worcester, MA). Après l’ébullition et le
refroidissement des échantillons, ceux-ci sont mis sur un gel SDS-PAGE 10 %. La
migration des protéines se fait sous un ampérage de 25 mA et dans un tampon contenant
25 mM Tris, 192 mM glycine et 3.5 mM SDS. Les protéines sont transférées sur une
membrane PVDf (PerkinElmer; Boston, MA) à 100 volts pour deux heures ou 30 volts
pour 24 heures à 4°C dans un tampon contenant 25 mM Tris, 192 mM glycine et 20%
methanol. Les protéines non-spécifiques sont bloquées en incubant la membrane avec du
lait 5 ¾ (ICN; Aurora, OH) dilué dans du tampon TB$-T (10 mM tris-HC1 pH 8.0, 150
mM NaC1 et 0.05% tween-20) pendant 30 minutes. L’anticorps primaire anti-PAR2 est
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dilué 250 fois avec du lait 1,5 % dilué dans du tampon TBS-T et incubé pendant 3 heures
à la température de la pièce ou 24 heures à 4°C. L’anticorps pour les lamines A/C est
dilué 30 fois. La dilution de l’anticorps contre le cytochrome C est de 250 fois et celle
contre le CD-51 est aussi de 250 fois. L’anticorps pour la F3-actine est dilué 10000 fois.
La réaction avec l’anticorps secondaire se fait avec un anticorps anti-souris IgG conjugé à
la peroxidase Horseradish dilué 5000 fois dans du lait 1,5% TBS-T pendant une heure à
la température de la pièce. Les protéines spécifiques sont révélées avec un agent
chemiluminescent (PerkinElmer Lifer Sciences, Boston, MA) et exposées sur un film à
rayon X.
RT-FCR
L’ARN total est isolé à l’aide de la solution de Trizol (Invitrogen, Carisbard, CA). Pour
la réaction de transcription réverse, 5 tg de l’ARN total est chauffé à 70 °C pendant 10
minutes. Après refroidissement sur glace, l’ARN est mis dans une solution de réaction
avec 13.3 U/jiL de M-MLV (enzyme pour la transcription réverse provenant
d’Invitrogen, Carisbard, CA), 10 mM DDT, 0.129 U/1iL RNAguard TM Rnase Inhibitor
(Amersham, Piscataway, NJ), 0.67 mM dNTP, 16.7 tg/mL d’oligo dT (Invitrogen,
Carlsbad, CA) et une solution tampon First Strand lx dans un volume total de 30 jaL et
incubé à 42 °C pendant 60 minutes. Après inactivation de l’enzymeen incubant à 94 °C
pendant 5 minutes, l’ADN est conservé à -80°C. Les oligonucléotides pour ICAM1, IL-1,
IL-6 et EDG2 ont été conçus à l’aide du programme Primer3 (http://www
genome.wi.mit.edu/cgi-binlprimer/primer3www.cgi). La séquence de 1’ oligonucléotide
sense pour ICAM1 est 5’GGCTGGAGCTGTTTGAGAAC3’ et la séquence anti-sense est
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5’ACTGTGGGGTTCAACCTCTG3’. La séquence de l’oligonucléotide sense pour IL-1
est 5’AATGACGCCCTCAATCAAAG3’ et la séquence anti-sense est
5’TGGGTATCTCAGGCATCTCC3’. La séquence de l’oligonucléotide sense pour IL-6
est 5’TACCCCCAGGAGAAGATTCC3’ et la séquence anti-sense est
5’TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT3’. La séquence de l’oligonucléotide sense pour IL-8 est
5’CTGCGCCAACACAGAAATTA3’ et la séquence anti-sense est
5’ATTGCATCTGGCAACCCTAC3’. La séquence de l’oligonucléotide sense pour EDG2
est 5’ATTTCACAGCCCCAGTTCAC3’ et la séquence anti-sense est
5’CTGTAGAGGGGTGCCATGTT3’. Les oligonucléotides QuantumRNATM universal
1 8S Standard (Ambion, Austin, TX) sont utilisés comme référence. Le cycle de PCR est
de 94 oc pendant 15 secondes, 72 °c pendant 30 secondes et est répété 30 fois.
Immunofluorescence
Les cellules sont déposées dans des plats de 24 puits contenant des lamelles et sont
transfectées avec le plasmide approprié. 24 heures suite à la transfection, les cellules sont
mises dans un milieu faible en nutriment (DMEM 1% FBS) pendant 24 heures. Suite à
leur stimulation, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 20
minutes à la température de la pièce. Les cellules sont bloquées avec une solution de
blocage contenant du PI3S, 5 % de sérum de veau foetal, 5 ¾ de sérum de chèvre et 0,02
% azide de sodium pendant 45 minutes. La perméabilisation des cellules se fait avec le
Triton x-100 io % dilué dans la solution de blocage. Les cellules sont incubées avec
l’anticorps anti-PAR2 (1 :100) dilué dans la solution de blocage pendant 60 minutes à la
température de la pièce. L’incubation avec l’anticorps secondaire anti-mouse (1 :500)
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dilué dans la solution de blocage est une durée de 60 minutes à la températtire de la pièce.
La coloration des noyaux se fait à l’aide du PI (1 :3500) ou du DAPI (1 :1000) dilué dans
la solution de blocage pendant 5 minutes à la température de la pièce.
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IV. RÉSULTATS
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Afin de visualiser la transiocation du récepteur PAR-2 et pour déterminer vers
quelle structure intracellulaire PAR-2 est internalisé, nous avons utilisé les techniques de
la microscopie à fluorescence et de la microscopie confocale. Les cellules BOSC ont été
transfectées avec PAR-2 couplé au GfP. Dans son état inactif, le récepteur se retrouve
majoritairement à la membrane plasmique et suite à sa stimulation avec la trypsine 100
nM ou son peptide agoniste SLIGKV 200 uM, PAR-2 est transloqué dans les endosomes
et dans une région périnucléaire (Figure 1). Le marquage des noyaux nous montre que
PAR-2 co-localise avec la membrane périnucléaire, ce qui tend à montrer que PAR-2 est
transioqué vers la membrane périnucléaire suite à sa stimulation. La translocation de
PAR-2 de la membrane plasmique vers la région périnucléaire a été observée dans
d’autres types cellulaires notamment les cellules HEK293 et KNRK (données non
montrées).
Nous avons aussi utilisé la technique de Western Blot afin de déterminer la
présence de PAR-2 au niveau de la membrane plasmique et au niveau du noyau suite à la
stimulation du récepteur (figure 2). La présence de PAR-2 dans nos fractions est détectée
par l’utilisation des anticorps contre PAR-2. Nous observons que PAR-2 se retrouve
essentiellement au niveau de la membrane plasmique et un peu dans la fraction nucléaire
dans son état inactif. Suite à la stimulation du récepteur par la trypsine 100 nM pendant
60 minutes, le récepteur se retrouve en grande quantité dans la fraction nucléaire et en
plus faible concentration dans la fraction contenant la membrane plasmique (figure 2).
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Cela confirme donc que la stimulation du récepteur par la trypsine entraîne la
translocation du récepteur de la membrane plasmique vers la membrane nucléaire.
Afin de déterminer la pureté de nos fractions nucléaires, nous avons isolé les
noyaux des cellules BOSC en les broyant grâce à un mortier et un pilon en verre et en
procédant à plusieurs étapes de centrifugation. Nous avons utilisé la technique de western
Blot pour marquer les composants correspondant aux différentes fractions. L’utilisation
des anticorps contre les lamines A/C qui sont des protéines ubiquitaires de la famille des
filaments intermédiaires et qui polymérisent entre la membrane nucléaire interne et la
chromatine nous permet de déterminer la présence de noyaux dans nos fractions. Nous
pouvons observer que la fraction nucléaire est marquée de façon intense avec l’utilisation
des anticorps contre les lamines A/C tandis que la fraction non-nucléaire est marquée de
façon minime. La présence de mitochondrie est détectée avec l’anticorps contre le
cytochrome C et les résultats nous montrent que la fraction nucléaire n’est pas
contaminée par les mitohcondries et seule la fraction non-nucléaire contient les
mitochondries. Le marquage des fractions avec l’anticorps contre le CD-5 1 nous permet
de détecter la présence de la membrane plasmique. En effet, le CD-5 1 qui est aussi connu
sous le nom de la chaîne alpha du récepteur de la vitronectine (VNR) est constitué d’une
sous-unité de 125 kDa et d’une petite sous-unité de 25 kDa et est associé de manière non
covalente à la chaîne 133 du VNR qui elle-même est identique à GPIIIa (molécule CD61).
Le VNR est responsable de l’adhésion cellulaire grâce à la séquence A-G-A contenue
dans la vitronectine, dans le facteur de Willebrand, le fibrinogène et la thrombospondine.
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Seule la fraction non-nucléaire est marquée par l’utilisation de l’anticorps CD-5 1 (Figure
3).
Étant donné que PAR2 se retrouve de façon majoritaire au niveau de la membrane
plasmique et en faible quantité au niveau de la membrane nucléaire dans son état inactif,
nous avons voulu déterminer les différences de fonction de ces récepteurs localisés dans
des emplacements cellulaires différents. Puisque PAR-2 joue un rôle important dans les
processus inflammatoires, nous avons analysé l’expression de certains gènes impliqués
dans l’inflammation suite à l’activation de PAR-2. La stimulation de PAR-2 au niveau de
la cellule intacte pendant 15 minutes nous montre une augmentation de l’expression de
l’ARNm de IL-1 tandis que l’expression des autres gènes ne varie pas et ce jusqu’à 60
minutes de stimulation (Figure 4 et 8). L’activation de PAR-2 à la surface cellulaire
pendant trois heures nous montre un retour du niveau d’expression de IL-l à un niveau
basal. L’expression des autres gènes demeure inchangée (Figure 5 et 8).
Afin d’évaluer le rôle de PAR-2 au niveau de la membrane nucléaire, nous avons
isolé les noyaux et évalué la présence du récepteur à l’aide de la technique de western
blot. La pureté des différentes fractions a aussi été évaluée par western blot. Nous avons
pu observer que PAR-2 se retrouve au niveau de la membrane nucléaire de façon
endogène. Dans le but d’étudier le rôle de PAR-2 au niveau de la membrane nucléaire
dans l’inflammation, nous avons analysé l’expression des gènes impliqués dans les
processus inflammatoires. Nous avons isolé les noyaux cellulaires et nous avons activé
PAR-2 avec son peptide agoniste pendant 15 à 60 minutes dépendemment des gènes.
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Nous constatons que l’activation de PAR-2 au niveau de la membrane nucléaire entraîne
une augmentation de l’expression de ICAM- 1, IL- 1, IL-8 et l’expression du récepteur de
LPA1 ne change pas (EDG2) (Figure 6 et 9). Nous avons également examiné
l’expression de ces gènes suite à l’activation de PAR-2 en fonction du temps jusqu’à trois
heures après la stimulation du récepteur. Nous avons observé que le niveau maximal
d’expression des gènes se situe entre 15 à 60 minutes d’activation de PAR-2
dépendemment des gènes (Figure 8 et 9) . La stimulation de PAR-2 pendant 3 heures de
temps entraîne une diminution de l’expression des gènes de ICAM-1, IL-1 et du récepteur
de LPA1 à un niveau inférieur à celui du récepteur inactif. L’activation de PAR-2 au
niveau de la membrane nucléaire après trois heures entraîne une baisse de l’expression du
gène de IL-8 jusqu’à un niveau basal (Figure 7 et 9).
Afin d’évaluer les voies de signalisation impliquées dans l’activation des gènes
suite à la stimulation de PAR-2 au niveau de la membrane plasmique et au niveau de la
membrane nucléaire, nous avons utilisé une panoplie d’inhibiteurs dont les inhibiteurs de
ERK1/2, p38 et JNK. Puisque l’activation de PAR-2 au niveau de la membrane
plasmique permet d’augmenter l’expression de l’ARNm de IL-l seulement, nous avons
analysé l’effet des inhibiteurs sur l’expression de ce gène. Au niveau de la membrane
plasmique, nous observons que l’inhibiteur de ERKY/2 (PD98059 10 uM) permet une
inhibition de l’augmentation de l’ARNm de IL-1 suite à l’activation de PAR-2 (figure
10). En ce qui concerne PAR-2 au niveau de la membrane nucléaire, l’augmentation de
l’expression de IL-1 après l’activation de PAR-2 est inhibée par l’utilisation de
l’inhibiteur de p38 (SB203580 30 uM) (Figure 11).
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V. DISCUSSION
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Les récepteurs couplés aux protéines G forment la famille la plus grande et la plus
diverse des familles de récepteurs membranaires. Des études ont identifié plus de 600
RCPG dans le génome humain et ils sont la cible d’environ 50 ¾ des médicaments sur le
marché. De plus, ils représentent le principal centre d’intérêt des programmes étudiant les
fonctions génomiques et de la recherche dans le développement des médicaments.
Les récepteurs activés par protéases font partie de la famille des RCPG. PAR-2 est de
plus en plus étudié car il est impliqué dans plusieurs fonctions physiologiques et
pathophysiologiques. Étant donné que l’activation du récepteur est engendrée par le
clivage de la partie N-terminale du récepteur, le récepteur ne peut plus être activé de
nouveau et la re-sensibilisation du récepteur se fait seulement par la synthèse de
nouveaux récepteurs. Il a été démontré que PAR-2 est intemalisé après son activation et
que celui-ci emprunte ensuite une voie de dégradation dans les lysosomes. Cependant, les
résultats de cette étude tendent à démontrer qu’il existe une nouvelle voie
d’intemalisation pour PAR-2. De plus, nous avons observé qu’il existe de façon
endogène des populations de PAR2 au niveau de la membrane plasmique ainsi qu’au
niveau de la membrane nucléaire. La quantité de récepteurs se trouvant à la membrane
nucléaire est très faible comparativement à ceux situés à la membrane plasmique. Nous
avons démontré que PAR-2 situé à la membrane plasmique est internalisé dans des
vésicules et est transloqué au niveau de la membrane périnucléaire suite à sa stimulation
avec la trypsine ou son peptide agoniste $LIGRL. Cette translocation se fait rapidement
et est complète à l’intérieur d’une heure après la stimulation du récepteur. Les
mécanismes permettant la transiocation de PAR-2 de la membrane plasmique à la
membrane nucléaire ne sont pas encore connus et aucune séquence signal de localisation
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nucléaire (NLS) connue n’a été identifiée par l’analyse de la séquence du gène de PAR-2.
Cependant, pour d’autres types de récepteur qui se transloquent à la membrane nucléaire
suite à leur stimulation, des séquence NLS ont été identifiées. C’est le cas pour les
récepteurs du facteur activateur de plaquette, muscarinique de l’acétylcholine M1, M3 et
M5A, et de l’angiotensine II (ATi) (BOM’JER et aï., 198$; CHASE et aÏ., 1993; LU et
aï., 1998). Donc, PAR-2 semble utiliser deux voies d’endocytose de la membrane
plasmique vers les compartiments intracellulaires suite à sa stimulation. Il est possible
que ces deux voies soient utilisées en même temps par deux populations du récepteur.
Une partie des récepteurs serait dégradée suite à leur stimulation et une autre partie serait
transloquée vers la membrane nucléaire afin de jouer un rôle probable dans l’induction de
certains gènes nécessaires pour la prolifération cellulaire, l’angiogénèse et
l’inflammation. La découverte de ce nouveau phénomène pour l’internalisation d’un
récepteur et la présence des récepteurs à la membrane plasmique ainsi qu’à la membrane
nucléaire nous ont poussé à déterminer les différences de fonction entre les récepteurs au
niveau de la membrane plasmique et ceux au niveau de la membrane nulcéaire. Étant
donné que la composition en protéines, enzymes et autres molécules est différente selon
la localisation cellulaire, nous croyons qu’il y a des différences de fonction entre PAR2
situé à la membrane plasmique et PAR2 retrouvé à la membrane nucléaire. Ces
différences de fonction sont probablement dues au fait que ces deux populations de
récepteurs couplent avec différents médiateurs intracellulaires et les signaux engendrés
par ces récepteurs diffèrent.
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Nous avons démontré que la stimulation de PAR2 à court terme avec son peptide
agoniste sur des cellules BOSC intactes permet une sur-expression du gène pro-
inflammatoire IL-1 tandis que l’expression de ICAM-1, IL-6, IL-8 et du récepteur de
LPA1 (EDG2) demeure inchangée. L’utilisation du peptide agoniste permet d’activer
seulement les récepteurs à la membrane plasmique étant donné que ce peptide ne passe
pas à travers la membrane lipidique. L’augmentation de l’expression du gène de IL-1 se
fait rapidement et atteint un niveau maximal après 15 minutes. Après trois heures de
stimulation du récepteur situé à la membrane plasmique avec son peptide agoniste,
l’expression des gènes est diminuée pour atteindre son niveau basal. L’isolement des
noyaux cellulaires et la stimulation de PAR2 au niveau de la membrane nucléaire nous
montrent que ces récepteurs régulent l’expression des gènes pro-inflammatoires de façon
différente des récepteurs au niveau de la membrane plasmique. De façon similaire à
PAR2 à la surface cellulaire, l’activation de PAR2 nucléaire entraîne une augmentation
de l’expression de IL-1. De façon surprenante, la stimulation de PAR-2 après isolement
des noyaux nous montre aussi une augmentation de l’expression de l’ARNm de ICAM-l
et IL-8. Cependant, l’expression de IL-6 et EDG2 ne change pas. Toutefois, après une
stimulation de PAR-2 sur des noyaux isolés pendant 3 heures, l’expression de l’ARNm
de ICAM-1, IL-1 et EDG2 diminue et leur niveau d’expression est moindre
comparativement à celui du récepteur inactif L’activation de PAR-2 situé à la membrane
nucléaire pendant trois heures provoque un retour au niveau basal de l’expression de
l’ARNm de IL-8.
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La membrane nucléaire et le nucléoplasme contiennent des facteurs permettant la
transduction des signaux des récepteurs comme les protéine G, les phospholypases A2, D
et C, les canaux ioniques, les canaux calciques, l’adénylate cyclase et PKC (BARSONY
& MARX, 1990; BUCHNER, 1995; DSANTOS et al., 199$; LONG1N et aÏ., 1997;
MALVIYA & ROGUE, 1998). D’autres facteurs comme le facteur nucléaire appa B
(NF-KB) et les MAP kinases (CHENG et aÏ., 1996; HUNOT et aÏ., 1997; KIM & KAHN,
1997). La signalisation intracellulaire de PAR2 est médiée par les protéines Guqii t qui
vont ensuite activer la PLC et la cascade des MAPK. Il est connu que l’activation de la
PLC entraîne une augmentation du niveau de calcium intracellulaire. La stimulation de
PAR2 entraîne une activation de la cascade des MAPK permettant ainsi une activation de
ERK1/2. Afin de déterminer quels sont les médiateurs responsables de l’expression des
gènes pro-inflammatoire dans notre étude, nous avons utilisé des inhibiteurs de ERK1/2
(PD98059), p38 (SB203580) et INK (SP600125). Nous avons analysé l’effet de ces
inhibiteurs sur l’expression de l’ARNm de IL-1 étant donné que l’activation de PAR-2 au
niveau de la membrane plasmique permet seulement d’augmenter l’expression de IL-l.
Lors de la stimulation de PAR2 au niveau de la cellule intacte, l’augmentation de
l’expression de l’ARNm de IL-1 est inhibée par l’utilisation de l’inhibiteur de ERK1/2.
La stimulation de PAR2 au niveau de la membrane nucléaire et l’utilisation des différents
inhibiteurs nous montrent que l’expression des gènes suite à l’activation du récepteur
n’est pas dépendant de ERK1/2 ou JNK, mais bien de p38. Il y a donc une différence
dans la signalisation pour l’activation de la transcription des gènes entre la population de
PAR2 se trouvant à la membrane plasmique et celle situé à la membrane nucléaire. La
translocation de PAR2 de la membrane plasmique jusqu’à la membrane nucléaire est
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peut-être un moyen pour la cellule de modifier le niveau d’expression d’un certain gène
ou d’amplifier le signal régulé par PAR2 au niveau de la membrane nucléaire. Cette
étude démontre qu’un même récepteur peut réguler l’expression des gènes de façon
différente selon sa localisation intracellulaire étant donné qu’il va coupler avec différents
médiateurs suite à son activation. En effet, l’activation de PAR2 à la surface cellulaire va
induire une activation de la protéine Gq/Gii et une activation de la PLC pour permettre
une augmentation du niveau de calcium intracellulaire. La stimulation de PAR2 à la
membrane plasmique va aussi entraîner une activation de la cascade des MAPK dont une
activation de ERK1/2 pour ensuite induire la transcription des gènes. Les mécanismes de
signalisation intracellulaire induits par la population de PAR2 au niveau de la membrane
nucléaire ne sont pas encore bien caractérisés. Il est possible que l’expression des
différents gènes passe par des mécanismes de signalisation intracellulaire différents. Dans
notre étude, l’expression des gènes pro-inflammatoire induite par l’activation de PAR2
nucléaire n’est pas dépendante de ERK1!2 ou JNK, mais elle est dépendante de p38
MAPK. Ces récepteurs utilisent un mécanisme signalétique différent de ceux localisés à
la membrane plasmique étant donné de la présence ou de l’absence de différents
médiateurs ou seconds messagers permettant l’activation de la transcription des gènes
(shéma 1).
Même si d’autres études ont démontré qu’il existe des RCPG au niveau de la
membrane nucléaire, la présence de PAR-2 n’a pas été montrée. Notre étude démontre
que PAR-2 est retrouvé au niveau de la membrane plasmique ainsi qu’au niveau de la
membrane nucléaire de façon endogène et que la stimulation de PAR-2 permet sa
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transiocation jusqu’à la membrane nucléaire. Les mécanismes impliqués dans la
translocation ne sont pas connus, mais pourraient impliquer les NLS non encore
identifiés. Il n’y a plus de doute que PAR-2 est un important régulateur durant
l’inflammation et la réponse immunitaire. Les études tendent à démontrer que les
protéases à sérine agissent comme des médiateurs autocrine, paracrine ou endocrine. Un
bon nombre de ces protéases permettent une activation des récepteurs activés par protéase
et l’activation de ces récepteurs engendre un signal de transduction impliqué dans la
réponse inflammatoire et immunitaire. PAR-2 semble donc avoir un rôle essentiel
puisqu’il permet l’activation de plusieurs médiateurs inflammatoires et des cytokines. En
effet, nous avons démontré dans notre étude que l’activation de PAR-2 permet
l’induction des gènes pro-inflammatoires dont ICAM-l, IL-l et IL-8. Il faut noter que
l’augmentation de l’expression de ces gènes se fait dans un délai très court, c’est-à-dire à
l’intérieur d’environ une heure. L’expression de ces gènes est diminuée jusqu’à un niveau
basal ou inférieur au niveau basal après trois heures suite à la stimulation de PAR-2.
PAR-2 semble donc jouer un rôle au niveau de l’inflammation aigu et qu’il joue un rôle
anti-inflammatoire à long terme. D’autres études ont démontré que ce récepteur peut
avoir une fonction pro ou anti-inflammatoire. Cependant, plusieurs questions restent sans
réponse. En effet, nous ne savons pas encore exactement quelles sont les protéases
endogènes qui activent PAR-2 dans l’inflammation au niveau in vivo. Nous ne
connaissons pas encore quelles sont les voies signalétiques spécifiques et les mécanismes
moléculaires impliqués dans l’activation de PAR-2 dans différents états inflammatoires et
tissulaires. Des études plus poussées nous permettraient de répondre à ces questions et de
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mieux comprendre le fonctionnement de ce récepteur dont les mécanismes d’activation
diffèrent des autres membres de la famille des RCPG.
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Shéma 1: Voies signalétiques de PAR-2 à la membrane plasmique et à la membrane
nucléaire.
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VI. DIRECTIONS FUTURES
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Il serait intéressant de pousser notre étude plus loin afin de déterminer de façon
précise les mécanismes signalétiques utilisés par la population de PAR2 au niveau de la
membrane nucléaire. La bêta-arrestine 1 est impliquée dans l’internalisation de nombreux
RCPG dont PAR-2. Nous pourrons étudier la possibilité d’une existence d’interaction
avec la bêta-arrestine pour ces récepteurs au niveau de la membrane nucléaire. Sachant
que le site ST363/366 dans la partie C-terminale de PAR-2 est essentiel pour l’interaction
avec la bêta-arrestine 1, il est possible de muter ce site pour voir si cela va affecter
l’internalisation du récepteur. D’autres sites dans la partie C-terminale auraient
probablement aussi un rôle à jouer dans la translocation du récepteur puisque le domaine
C-terminal est essentiel pour l’endocytose de plusieurs RCPG. Nous pourrions effectuer
des troncations à plusieurs sites de la partie C-terminale pour identifier la région
responsable de la transiocation du récepteur. Nous pouvons déterminer si ces récepteurs
sont phosphorylés ou ubiquitinés suite à leur stimulation. Il a été démontré par exemple
que l’ubiquitination de la partie C-terminale de certains RCPG (comme le CXCR4) est
impliquée dans leur endocytose et leur trafique intracellulaire. La partie C-terminale de
PAR-2 contient des sites comprenant des résidus lysines et qui sont des sites potentiels
pour l’ubiquitination. Il est également possible de déterminer le niveau de modification
post-transcriptionelle du récepteur tel la glycosylation. Un autre aspect intéressant à
étudier est l’arrêt du signal induit par PAR2 nucléaire. En effet, il est connu que la
stimulation de PAR2 localisé à la membrane plasmique va entraîner la phosphorylation
du domaine C-terminale de celui-ci et permettre une interaction avec la bêta-arrestine. La
bêta-arrestine va ensuite recruter les composantes de la clathrine pour permettre une
internalisation des récepteurs par des vésicules appelés endosome. Dans le cas de PAR2,
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son activation va entraîner sa dégradation dans les lysosomes suite à son internalisation.
Ces récepteurs ne sont pas recyclés vers la membrane plasmique. La resensibilisation de
ces récepteurs se fait donc seulement par la synthèse de nouveaux récepteurs. Notre étude
nous montre que PAR-2 est aussi transioqué à la membrane nucléaire suite à sa
stimulation. Dans le cas de PAR2 situé à la membrane nucléaire, il serait intéressant de
voir si ces récepteurs sont dégradés dans des lysosomes après leur stimulation.
Étant donné que la troisième boucle intracellulaire de certains récepteurs couplés aux
protéines G est essentielle pour son endocytose, nous pouvons déterminer le rôle de cette
troisième boucle dans l’internalisation de PAR-2. Il est probable que la troisième boucle
intracellulaire interagisse avec des molécules permettant une transiocation du récepteur
jusqu’à la membrane nucléaire. La troisième boucle intracellulaire contient des résidus
sérine à la position 812 et 815 qui ont un potentiel élevé pour la phosphorylation. Il serait
intéressant de muter ces deux sites afin de déterminer leur importance dans
l’internalisation de PAR-2. Finalement, des études permettant d’identifier des interactions
protéine-protéine nous serviront pour déterminer les molécules responsables de la
translocation du récepteur au noyau.
La continuation de cette étude nous permettra d’identifier les domaines majeurs du
récepteur PAR-2 permettant la transiocation ce récepteur au noyau. À la fin de ce projet,
nous serons également en mesure d’identifier les molécules responsables de
l’internalisation de ce récepteur. La compréhension de ces mécanismes ouvrira de
nouvelles voies pour la régulation de la transcription des gènes. Nos travaux
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contribueront au développement de nouvelles thérapies pour le contrôle des pathologies
concernant la néovascularisation comme la rétinopathie diabétique et prématurée.
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VII. FIGURES
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Figure 1: Internalisation de PAR2 dans les cellules BOSC.
Les cellules sont transfectées de façon transitoire avec PAR-2 GFP. Suite à la
transfection, les cellules sont stimulées avec la tiypsine 100 nM pendant 60 minutes et
fixées avec la paraformaldéhyde 4 % pendant 20 minutes (n5). Les noyaux sont
marqués avec le PI pour la microscopie confocale. Les photos sont prises à l’aide d’un
microscope confocale muni d’une caméra numérique.
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Figure 2 : Transiocation de PAR-2 de la membrane plasmique à la membrane nucléaire
suite à la stimulation par la tlypsine 100 nM dans les cellules BOSC.
Les cellules sont transfectées de façon transitoire avec PAR-2 GFP. Suite à la
transfection, les cellules sont stimulées avec la trypsine 100 nM pendant 60 minutes. Les
cellules sont ensuites lysées et centrifugées pour séparer les différentes composantes
cellulaires. 30 ng de protéines ont été déposés sur un gel SDS-PAGE 10 % afin de
séparer les protéines. L’anticorps primaire anti-PAR2 est dilué 250 fois avec du lait 1,5 %
dilué dans du tampon TBS-T et incubé pendant 3 heures à la température de la pièce ou
24 heures à 4°C. L’anticorps pour la -actine est dilué 10000 fois. La réaction avec
l’anticorps secondaire se fait avec un anticorps anti-souris IgG conjugés à la peroxidase
Horseradish dilué 5000 fois dans du lait 1,5% TB$-T pendant une heure à la température
de la pièce (n=3).
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figure 3 Pureté des fractions cellulaires.
Les cellules sont transfectées de façon transitoire avec PAR-2 GFP. Suite à la
transfection, les cellules sont stimulées avec la tlypsine 100 nM pendant 60 minutes. Les
cellules sont ensuites lysées et centrifugées pour séparer les différentes composantes
cellulaires. 30 ng de protéines ont été déposés sur un gel SDS-PAGE 10 % afin de
séparer les protéines. L’anticorps primaire anti-PAR2 est dilué 250 fois avec du lait 1,5 %
dilué dans du tampon TBS-T et incubé pendant 3 heures à la température de la pièce ou
24 heures à 4°C. L’anticorps pour les lamines A/C est dilué 30 fois. L’anticorps pour le
cytochrome C est dilué 250 fois et celui pour le CD-51 est dilué 250 fois. La réaction
avec l’anticorps secondaire se fait avec un anticorps anti-souris IgG conjugés à la
peroxidase Horseradish dilué 5000 fois dans du lait 1,5% TBS-T pendant une heure à la
température de la pièce (n=3).
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Figure 4: Activation de PAR2 à la membrane plasmique pendant 1 heure et analyse de
l’expression des gènes.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 % de
confluence. Les cellules sont ensuite stimulées avec le peptide agoniste (AP) de PAR2
pendant 15 minutes à 1 heure dépendamment des gènes analysés. La réaction est arrêtée à
l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est isolé pour procéder au RT-PCR. Les
données sont analysées à l’aide des tests t indépendants et sont présentées sous forme
moyennes ± SE de 4-5 expériences. * p <0.05 comparé aux valeurs contrôles.
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Figure 5 : Activation de PAR2 à la membrane plasmique pendant 3 heure et analyse de
l’expression des gènes.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 % de
confluence. Les cellules sont stimulées avec le peptide agoniste de PAR2 pendant 3
heures. La réaction est arrêtée à l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est isolé pour
procéder au RT-PCR. Les données sont analysées à l’aide des tests t indépendants et sont
présentées sous forme: moyennes ± SE de 4-5 expériences. * p < 0.05 comparé aux
valeurs contrôles.
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Figure 6 Activation de PAR2 à la membrane nucléaire pendant 1 heure et analyse de
l’expression des gènes.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à $0 ¾ de
confluence. Les cellules sont broyées grâce à un mortier et un pilon en verre dans un
tampon de lyse. Les noyaux sont isolés à l’aide de plusieurs étapes de centrifugation.. Les
noyaux sont lavés avec le tampon de lyse contenant 0.1 % NP-40. Les noyaux sont
ensuite suspendus dans une solution de réaction et sont stimulés avec le peptide agoniste
de PAR2 pendant 15 minutes à 1 heure dépendamment des gènes analysés. La réaction
est arrêtée à l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est isolé pour procéder au RT
PCR. Les données sont analysées à l’aide des tests t indépendants et sont présentées sous
forme : moyennes ± SE de 4-5 expériences. * p <0.05 comparé aux valeurs contrôles.
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Figure 7: Activation de PAR2 à la membrane nucléaire pendant 3 heure et analyse de
l’expression des gènes.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 % de
confluence. Les cellules sont broyées grâce à un mortier et un pilon en verre dans un
tampon de lyse. Les noyaux sont isolés à l’aide de plusieurs étapes de centrifugation.. Les
noyaux sont lavés avec le tampon de lyse contenant 0.1 % NP-40. Les noyaux sont
ensuite suspendus dans une solution de réaction et sont stimulés avec le peptide agoniste
de PAR2 pendant 3 heures. La réaction est arrêtée à l’aide de la solution de TRIZOL.
L’ARN est isolé pour procéder au RT-PCR. Les données sont analysées à l’aide des tests
t indépendants et sont présentées sous forme: moyennes ± SE de 4-5 expériences. * p <
0.05 comparé aux valeurs contrôles.
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Figure 8: Activation de PAR2 à la membrane plasmique et analyse de l’expression des
gènes en fonction du temps.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 ¾ de
confluence. Les cellules sont stimulées avec le peptide agoniste de PAR2 pendant des
temps différents. La réaction est arrêtée à l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est
isolé pour procéder au RT-PCR.
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figure 9: Activation de PAR2 à la membrane nucléaire et analyse de l’expression des
gènes en fonction du temps.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 % de
confluence. Les cellules sont broyées grâce à un mortier et un pilon en verre dans un
tampon de lyse. Les noyaux sont isolés à l’aide de plusieurs étapes de centrifugation.. Les
noyaux sont lavés avec le tampon de lyse contenant 0.1 % NP-40. Les noyaux sont
ensuite suspendus dans une solution de réaction et sont stimulés avec le peptide agoniste
de PAR2 pendant des temps différents. La réaction est arrêtée à l’aide de la solution de
TRIZOL. L’ARN est isolé pour procéder au RT-PCR.
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Figure 10 Effet des inhibiteurs de ERK1/2, p38 et JNK sur l’expression des gènes suite
à l’activation de PAR2 à la membrane plasmique.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à $0 % de
confluence. Les cellules sont incubées avec les différents inhibiteurs pendant 15 minutes
et PAR-2 est ensuite activé à l’aide de son peptide agoniste. La réaction est arrêtée à
l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est isolé pour procéder au RT-PCR. Les
données sont analysées à l’aide d’un test pour comparaisons multiples (One-way
ANOVA) suivi d’un test Bonferroni. Les données sont présentées sous forme moyennes
± SE de 3 expériences. * p <0.05 comparé aux valeurs contrôles.
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Figure 11: Effet des inhibiteurs de ERKY/2, p38 et JNK sur l’expression des gènes suite
à l’activation de PAR2 à la membrane nucléaire.
Les cellules BOSC sont mises en culture dans des plats de 15 cm jusqu’à 80 % de
confluence. Les cellules sont broyées grâce à un mortier et un pilon en verre dans un
tampon de lyse. Les noyaux sont isolés à l’aide de plusieurs étapes de centrifugation.. Les
noyaux sont lavés avec le tampon de lyse contenant 0.1 % NP-40. Les noyaux sont
ensuite suspendus dans une solution de réaction. Ils sont incubés avec les différents
inhibiteurs pendant différents temps et PAR-2 est ensuite activé à l’aide de son peptide
agoniste. La réaction est arrêtée à l’aide de la solution de TRIZOL. L’ARN est isolé pour
procéder au RT-PCR. Les données sont analysées à l’aide d’un test pour comparaisons
multiples (One-way ANOVA) suivi d’un test Bonferroni. Les données sont présentées
sous forme moyennes ± SE de 3 expériences. * p <0.05 comparé aux valeurs contrôles.
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